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(57) Abstract 

The invention relates to use of monolithic sorbents for preparative separation processes, specially for processes according to the 
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Es wird die Verwendung von monolithischen Sorbentien fur preparative Trennverfahren, insbesondere fur Trennverrahren nach dem 
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Verwendung mon lithisch r S rbenti n 
fur praparativ chromatographische Tr nnv rfahren 



Die Erfindung betrifft die Verwendung von monolithischen Sorbentien, 
insbesondere solche, die Separationseffektoren enthalten, fur praparative 
chromatographische Trennverfahren, sowie Verfahren zur praparativen 
chromatographischen Trennung mindestens zweier Substanzen unter 
Verwendung monolithischer Sorbentien. 

Das Ziel bei praparativen chromatographischen Trennverfahren ist die 
Isolierung der aufgereinigten Substanz. Im Gegensatz dazu sind analy- 
tische chromatographische Trennverfahren auf hohe Selektivitat bei 
geringer Bandenbreite ausgerichtet Analytische Verfahren dienen nicht 
zur Isolierung der Substanz, allenfalls schlieBen sich zusatzliche Analysen- 
verfahren (z.B. Massenspektrometrie, UV/VIS-Spektrometrie) dem Trenn- 
verfahren an. Fur praparative chromatographische Trennverfahren ist der 
optimale KompromiB zwischen chromatographischer Auflosung und 
Produktivitat wesentlich. 



Fur die Wirtschaftlichkeit von praparativen Stofftrennungen sind die 
Erzielung hoher FluBraten, kurzer Elutionszeiten und die Einhaltung 
moderater Betriebsdrucke wesentliche Faktoren. Die Trennleistung 
einer chromatographischen Saule wird durch die Bodenhohe (bzw. 
die Bodenzahl pro Meter) gekennzeichnet. Die Zusammenhange mit 
Stromungs- und Diffusionsvorgangen wird durch die van Deemter 
Gleichung beschrieben. VergroBert man den Durchmesser der 
Sorbenspartikel, so verringert sich die Bodenzahl und es muB die 
Saulenlange vergroBert werden, urn die Trennleistung nicht zu ver- 
ringern. Wird der Durchmesser der Sorbenspartikel vergroBert, so 
wird die Bodenzahl in starkerem MaBe abhangig von der FluBrate. 
Somit ist in vielen Fallen die erreichbare chromatographische Trenn- 
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I istung im hohen Made abhangig von der gewShlten FluBrat (steile 
H(u)-Kurve). Die genannten Zusammenhange sind dem Fachmann 
grundsStzlich bekannt und in Handbuchern wie z.B. "Handbuch der 
HPLC M (K.K. Linger, ed.; GIT-Verlag, Darmstadt, DE) beschrieben. 

5 im Gegensatz dazu wurde festgestellt, dali bei der erfindungs- 

gemaften Verwendung von monolithischen Sorbentien der Poren- 
durchmesser der Makroporen variiert werden kann, ohne daS die 
Dimension der zwischeh clen Makroporen befindlicheri skeleton- 
phase variiert werden rnuB. Dadurch kann der Druckabfall durch 

10 Wahl eines Sorbens mit grolieren Makroporen verringert werden, 
wahrend die erhohte Fludrate die Trennleistung kaum beeinflufJt. 

Bei praparativen Stofftrennungen haben Gegenstromverfahren an 
Bedeutung gewonnen. Da es technisch nur sehr schwer moglich ist, 

15 eine tatsachliche Bewegung einer stationaren Phase zu realisieren, 
wird die Bewegung der stationaren Phase simuliert. Dazu wird das 
gesamte SSulenbett in zyklisch hintereinandergeschaltete Einzel- 
saulen unterteilt. Die Gesamtzahl der Saulen ist typischerweise ein 
Vielfaches von vier, da ein solches System vier chromatographische 

20 Zonen besitzt. Nach einer definierten Zeit werden die Leitungen um- 
geschaltet, wodurch eine Bewegung des Saulenbettes in der entge- 
gengesetzten Richtung simuliert wird. Nahere Erlauterungen zur 
Wirkungsweise der SMB-Chromatographie finden sich beispielsweise 
in WO 97/47 617 Fur das kontinuierliche Verfahren der "simulated 

25 moving bed"- Chromatographie (SMB-Chromatographie) werden 
ublicherweise als Trennmaterialien partikulare Sorbentien verwendet. 
Die dabei verwendeten Saulenpackungen lassen keine optimalen 
FluBraten zu, da der Betriebsdruck bei partikularen Tragern sehr hoch ist 
Auch ist die mechanische Stabilitat der partikularen Sorbensbetten nicht 

30 sehr gut. Weiterhin ist es fur die SMB-Chromatographie notwendig, eine 
Reihe chromatographischer Saulen (typischerweise bis zu 24) mit 
moglichst gleichen Eigenschaften bereitzustellen. Dies ist bei partikularen 
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Sorbensbetten nur mit groBem Aufwand beim Packen der Saulen und bei 
der Auswahl der gepackten Saulen realisierbar. 

Aufgabe der Erfindung ist es, chromatographische praparative Trenn- 
5 verfahren, insbesondere fur die SMB-Verfahren bereitzustellen, die bei 
moderatem Betriebsdruck hohe FluBraten aufweisen. 

Es wurde gefunden, dali monblithische Sorbentien fur Trennverfahren mit 
hohen FluBraten eingesetzt werden konnen; somit kann ein hoherer Durch- 
10 satz pro Zeiteinheit, d.h. eine verbesserte Produktivitat erzielt werden. Die 
nach erfindungsgemSBen Trennverfahren unter Verwendung von mono- 
lithischen Sorbentien erreichbare Produktivitat ist typischerweise urn eine 
GroBenordnung hoher als bei Trennverfahren unter Verwendung von parti- 
kularen Sorbentien. 

15 

Gegenstand der Erfindung sind Verfahren zur praparativen chromatogra- 
phischen Trennung mindestens zweier Substanzen, insbesondere nach 
dem SMB-Verfahren, wobei als stationare Phase ein monolithisches 
Sorbens auf der Grundlage von Formkorpern aus Si0 2> deren Makroporen 
20 Durchmesser zwischen 2 und 20 pm aufweisen, und deren Mesoporen 
Durchmesser zwischen 2 und 100 nm aufweisen (jeweils Medianwerte), 
verwendet wird. 

25 Die Abbildungen 1 und 2 zeigen Trennungen von Toluol, 2- und 3-Nitro- 
acetanilid an zwei unmodifizierten monolithischen Sorbentien mit unter- 
schiedlicher Porenweite der Makroporen, hergestellt nach PCT/EP97/06 
980; experimentelle Einzelheiten: siehe Beispiel B1. Abbildung 3 zeigt die 
Trennung der Enantiomeren von 2,2,2-TrifluoM-anthrylethanol auf dem 

30 nach Beispiel A3 hergestellten chiralen monolithischen Sorbens (Pirkle- 
type) ; experimentelle Einzelheiten: siehe Beispiel B4. Abbildung 4 zeigt 
die Trennung von racemischenm Cromakalim an einem Sorb ns, das B- 
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Cyclodextrin chemisch g bunden enthait (Herstellung siehe Beispiel A5; 
experimentelle Einzelheiten siehe Beispiel B6). Abbildung 5 zeigt eine 
preparative Trennung eines Testgemisches aus Tolulol, 2-Nitroacetanilid 
und 3-Nitroacetanilid bei unterschiedlichen Flieftgeschwindigkeiten der 

5 mobilen Phase (Abb. 5a: 40 ml/min; Abb. 5b: 130 ml/min; Abb. 5c: 200 
ml/min). Experimentelle Einzelheiten sind in Beispiel B9 beschrieben. 
Abbildung 6 zeigt die Trennung von Dimethylphthalat/Dibutylphthalat an 
eiher Cie-RP-Phase. Experimentelle Einzelheiten sind in Beispi6I B1d " : 
beschrieben. In der Abbildung 7 sind Elutionsdiagramme von Trennungen 

1 0 verschiedener Vitamine der Vitamin K Gruppe dargestellt: 

a) erfindungsgemaBe Trennung (isokratisch, FluIJgradienten- 
Chromatographie unter Verwendung eines monolithischen Sorbens); 

b) isokratisch unter Verwendung eines monolithischen Sorbens; 

c) isokratisch unter Venvendung eines partikularen Sorbens. 

15 Die Teildarstellungen b) und c) dienen dem Vergleich. Experimentelle 
Einzelheiten sind in Beispiel B11 beschrieben. 



Monolithische Sorbentien sind grundsatzlich aus der Literatur bekannt; 

20 dazu gehoren vor allem porose keramische Formkorper, wie sie in WO 
94/19 687 und in EP 0 710 219 offenbart sind. Besonders bevorzugt 
sind monolithische Sorbentien auf der Grundlage von porosen Form- 
korpern, die untereinander verbundene Makroporen sowie Mesoporen in 
den Wanden der Makroporen aufweisen, wobei der Durchmesser der 

25 Makroporen einen Medianwert grofier als 0 f 1 pm aufweist, und wobei der 
Durchmesser der Mesoporen einen Medianwert von 2 und 100 nm auf- 
weist Allerdings sind nach den in den genannten Druckschriften offen- 
barten Herstellungsverfahren in reproduzierbarer Weise nur porose 
keramische Formkorper mit einem Durchmesser von ca. 5 mm Oder 

30 darunter zuganglich. Eine ahnliche Einschrankung gilt fur den Bereich der 
Makroporen, der nach den in den genannten Druckschriften offenbarten 
Herstellungsverfahren in reproduzierbarer Weise nur mit Makroporen bis 
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ca. 1 pm Durchmesser zuganglich sind. Fur praparative Anwendungen 
sind groftere Formkorper (Durchmesser ca. 1 cm Oder grSfier) mit weiteren 
Makroporen bevorzugt zu verwenden. Derartige verbesserte porose Form- 
korper sind insbesondere nach Verfahren zuganglich, wie sie in der 

5 Patentanmeldung PCT/EP97/06 980 offenbart sind. Diese Verfahren 

erlauben die reproduzierbare Herstellung von groBeren FormkQrpern mit 
weiteren Makroporen. Insbesondere sind monolithische Sorbentien auf der 
1 Gmndlage von porosen Formkorpern, deren Makroporen Durchmesser 
zwischen 2 und 20 pm, insbesondere zwischen 5 und 20 pm, aufweisen 

10 (jeweils Medianwerte), und deren Mesoporen Durchmesser zwischen 2 und 
100 nm (Medianwerte) aufweisen. Besonders bevorzugt sind erfindungs- 
gemaB monolithische Sorbentien auf der Grundlage von porosen Form- 
kdrpern, deren Makroporen Durchmesser zwischen 10 und 20 pm auf- 
weisen (jeweils Medianwerte), und deren Mesoporen Durchmesser 

1 5 zwischen 2 und 1 00 nm (Medianwerte) aufweisen.. 

ErfindungsgemaB verwendete monolithische Sorbentien bestehen aus 
anorganischen Materialien, wie sie fur partikulare Sorbentien im Gebrauch 
sind. In vielen Fallen (z.B. Si0 2 ) konnen diese Sorbentien ohne weiteres 
20 fur chromatographische Trennungen verwendet werden. Haufiger jedoch 
werden die Basistrager derivatisiert, urn die Trenneigenschaften zu ver- 
bessem; dabei werden zusatzliche Gruppierungen eingefuhrt, die unter der 
Bezeichnung Separationseffektoren zusammengefaBt werden. 

25 Separationseffektoren und Verfahren zu ihrer Einfuhrung in den Basistrager 
sind dem Fachmann grundsatzlich bekannt. Beispiele fur Reaktionen, mit 
denen Separationseffektoren eingefuhrt werden konnen, sind: 
a) Die Derivatisierung mit Silanderivaten der Formel I 



30 



SiX n Rl (3 -n)R 2 
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worin 

X eine reaktive Gruppe, wie z.B. Methoxy, Ethoxy Oder Halogen, 

R 1 C-| - C 5 -AlkyI, 
n 1,2 Oder 3 

5 bedeuten und 

R 2 eine der im folgenden angegebene Bedeutungen besitzt 
a1 ) unsubstituiertes Oder substituiertes Alkyl oder Aryl, wie z.B. 

n-Octadecyl, n-Octyl, Benzyl- oder Cyanopropyl; 
a2) anionische oder saure Reste, wie z.B. Carboxypropyl; 
10 a3) kationische oder basische Reste, wie z.B. Aminopropyl, 

Diethylaminopropyl oder Triethylammoniumpropyl; 
a4) hydrophile Reste, wie z.B. (2,3-Dihydroxypropyl)-oxypropyl; 
a5) bindungsfahige aktivierte Reste, wie z.B. 
(2,3-Epoxypropyl)-oxypropyl. 

15 

b) Die Adsorption oder chemische Bindung von Polymeren wie Poly- 
butadien, Siloxanen, Polymeren auf der Grundlage von Styrol/ Divinyl- 
benzol, von (Meth)acrylsaurederivaten oder von anderen Vinylverbin- 
dungen, sowie von Peptiden, Proteinen, Polysacchariden und Poly- 

20 saccharidderivaten an dem BasistrSger, 

c) Die chemische Bindung von unter b) genannten Polymeren uber die 
unter a) genannten Derivate; dazu gehoren Pfropfpolymerisate von 
Poly(meth)acrylsaurederivaten auf diolmodifiziertem Kieselgel nach 

25 EP-B-0 337144. 

d) Die Adsorption oder chemische Bindung von chiralen Phasen, wie z.B. 
von Aminosaurederivaten, Peptiden oder Proteinen, oder von Cyclo- 
dextrinen, Polysacchariden oder Polysaccharidderivaten. 



30 



Weitere gebrauchliche Derivatisierungsmoglichkeiten und Derivatisierungs- 
verfahren sind dem Fachmann bekannt und in gangigen Handbuchern wie 
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Unger, K.K. (ed) Porous Silica, Elsevier Scientific Publishing Company 
(1979) oder Unger, K.K. Packings and Stationary Phases in Chromatographic 
Techniques, Marcel Dekker(1990) beschrieben. 

5 Weitere Beispiele fur verschiedene Separationseffektoren und fur Verfah- 
ren f die Separationseffektoren in monolithische Sorbentien einzufuhren, 
sind in den folgenden Druckschriften genannt: 

a) Aus DE 38 1 1 042 sind unter anderem Monomere bekannt, die zur Her- 
10 stellung von lonenaustauschern geeignet sind; dazu gehoren beispiels- 

weise Acrylsaure, N-(Sulfoethyl)-acrylamid, 2-Acrylamido-2-methyl- 
propansulfonsaure, N.N-Dimethylaminoethyl-acrylamid, N,N-Diethyl- 
aminoethyl-acrylamid, sowie Trimethylammoniumethyl-acrylamid. 

15 Andere in dieser Druckschrift genannte Monomere erlauben die Bindung 

von Affinitatsliganden Oder von Enzymen, oder eignen sich fur reversed 
phase Chromatographie: dazu gehoren beispielsweise Acrylsaure, 
Acrylamid, Allylamin oder Acrylnitril. 

20 b) Aus DE 43 10 964 sind Monomere bekannt, die einen Oxiranring, einen 
Azlactonring oder eine Gruppierung enthalten, die in einen Azlactonring 
umgesetzt werden kann. Polymere, die derartige Monomere enthalten, 
sind besonders gut fur die Bindung von Affinitatsliganden oder von 
Enzymen geeignet. Affinitatsliganden sind beispielhaft in DE 43 10 964 

25 offenbart. 

Weiterhin konnen die Epoxidgruppen in derartigen Polymeren in vorteil- 
hafter Weise weiter umgesetzt werden, wodurch lonenaustauscher, 
thiophile Sorbentien oder Sorbentien fur die Metallchelat- oder die 
hydrophobe Chromatographie bereitgestellt werden. Dabei werden bei- 

30 spielsweise Phosphorsaure, Ammoniak, Diethylamin, Trimethylamin, 

schweflige Saure oder auch Komplexbildner wie Iminodiessigsaure an 
den Oxiranring addiert. 
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Die Herstellung von thiophilen Sorbentien und von Sorbentien fur die 
Metallchelatchromatographie ist in DE 43 10 964 offenbart. 

5 In DE 43 33 674 und in DE 43 33 821 sind derartige Umsetzungen, mit 

derer Hilfe lonenaustauscher bereitgestellt werden konnen, offenbart. 

In DE 43 23 913 werden Sorbentien fur die hydrophobe Interactions- 
chromatographie beschrieben. 

10 

Chirale Trennmaterialien fur die Trennung von Enantiomeren sind in 
grolier Anzahl im Stand der Technik bekannt. Es handelt sich ausschlieB- 
lich urn partikulare Trennmaterialien. Die bekannten chiralen Trenn- 
materialien bestehen entweder aus der chiralen Verbindung selbst (zum 

1 5 Beispiel Cellulosetriacetat) oder aber ein chiraler Separationseffektor ist 
auf einen Trager aufgezogen oder chemisch an einen Trager gebunden 
(z.B. chemisch gebundene Aminosaurederivate). AuSerdem ist es 
moglich, chirale Separationseffektoren, die mit einer stationaren Phase in 
Wechselwirkung treten, im Elutionsmittel zuzusetzen (dynamische 

20 Belegung mit z.B. Cyclodextrinen). 

Chirale Separationseffektoren sind in grolier Zahl bekannt; die wichtigsten 
Gruppen bekannter chiraler Separationseffektoren sind: 

a) Aminosauren und ihre Derivate, z.B. L-Phenylalanin, oder D-Phenyl- 
25 alanin, Ester oder Amide von Aminosauren oder acylierte Aminosauren 

oder Oligopeptide; 

b) natiirliche und synthetische Polymere mit einer Asymmetrie oder Dis- 
symmetrie in der Hauptkette; dazu gehoren Proteine (z.B. saures <xi- 
Glycoprotein, Rinderserumalbumin, Cellulase; siehe J. Chrom. 264, 

30 Seiten 63 -68 (1983), J. Chrom. 269, Seiten 71 - 80 (1983), WO 91/12 

221), Cellulose und Cellulosederivate, sowie andere Polysaccharide 
und deren Derivate (z.B. Cellulosetribenzoat, Cellulosetribenzylether, 
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Cellulose-trisphenylcarbamat, Cellulose-tris-3-chlorobenzoat, Amylose- 
tris^S.S-dimethylphenylcarbamat), Cellulose-tris^S.S-dimethylbenzoat), 
Cellulose-trisK^S-dimethylphenylcarbamat); siehe EP 0 147 804, EP 0 
155 637. EP 0 71 8 625); 
5 c) Cyclodextrine und seine Derivate (z.B. J. High Resol.Chrom. & Chromat 
Comm. 3, Seiten 147 - 148 (1984); EP 0 407 412; EP 0 445 604); 

d) Polymere mit Asymmetriezentren in der Seitenkette (z.B. EP 0 249 078; 

EP 0 282 770; EP 0 448 823)." 

e) Polymere, die Hohlraume aufweisen, wobei die Hohlraume ein Abdaick 
10 des Analyten darstellen (imprinted polymers; WO 93/09 075). 

Die enantiomerenrein vorliegenden chiralen Separationseffektoren konnen 
an einen geeigneten Basistrager, gegebenenfalls nach Derivatisierung 
adsorbiert werden. Es ist auch moglich, die enantiomerenrein vorliegen- 
15 den chiralen Separationseffektoren, gebenenfalls nach Einfuhrung geeig- 
neter funktioneller Gruppen, an den Basistrager zu binden. Fur diesen 
Zweck konnen auch bifunktionelle Reagenzien verwendet werden. Fur 
diese Verfahrensvarianten geeignete Umsetzungen sind dem Fachmann 
bekannt und sind in gangigen Handbuchern beschrieben. 

20 

In den Beispielen sind erfindungsgemaU geeignete Formkorper mit 
chiralen Separationseffektoren genannt 
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Weitere Einzelh iten der Herstellung der verschiedenen Sorbentien und 
deren Verwendung konnen den oben genannten Druckschriften entnom- 
men werden; die diesbezugliche Offenbarung dieser Druckschriften ist 
durch Bezugnahme in die vorliegende Anmeldung eingefuhit 

5 

Die oben genannten monolithischen Sorbentien konnen in Vorrichtungen 
zur Stofftrennung enthalten sein, die sich im wesentlichen wie chromato- 
graphische Saulen handhabeh lasseri! Dabei konnen die bekannten 
Trennverfahren angewandt werden: batch-Verfahren, kontinuierliche 
10 Verfahren, wie z.B. das simulated moving bed (SMB) Verfahren, oder 
andere Gegenstromverfahren, wie sie beispielsweise in US 5,630,943 
offenbart werden. 

1 5 Es wurde gefunden, daB bei Verwendung dieser bevorzugten Sorbentien 
die FluBgeschwindigkeit uber einen weiten Bereich variiert werden kann, 
ohne daB die Trenneigenschaften dabei verschlechtert werden. Unter 
Ausnutzung dieser Eigenschaft ist es moglich, die FluBgeschwindigkeit an 
das Elutionsprofil anzupassen, ohne daB die Trennleistung verringert wird. 

20 Dadurch kann der Zeitbedarf der Trennung stark reduziert werden. lns- 
besondere fur preparative Trennungen ergeben sich somit groBe Vorteile. 
Fur die Anwendung des SMB-Verfahrens ist auch der geringe Druckabfall 
bei hoher FluRgeschwindigkeit relevant, da bei diesem Verfahren eine An- 
zahl Saulen hintereinander geschaltet werden. Durch Variation der FluB- 

25 geschwindigkeit (FluBgradient) ist es auBerdem moglich, das Aufldsungs- 
vermogen dem Trennproblem anzupassen (siehe Beispiel B1 1). 

Auch ohne weitere Ausfuhrungen wird davon ausgegangen, daB ein Fach- 
30 mann die obige Beschreibung im weitesten Umfang nutzen kann. Die 

bevorzugten Ausfiihrungsformen und Beispiele sind deswegen lediglich als 
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beschreibend , keineswegs als in irgendeiner Weise limitierende Offen- 
barung aufeufassen. 

Die vollstandige Offenbarung aller vor- und nachstehend aufgefuhrten 
5 Anmeldungen, Patente und Veroffentlichungen, sowie der korrespon- 
dierenden Anmeldungen DE 197 25 639.2, eingereicht am 18.06.1997, 
DE 197 26 151.5, eingereicht am 20.06.1997, DE 197 26 152.3, ein- 
gereicht am 20.06. 1 997, und DE 1 98 01 575.5, eingereicht am 
19.01.1998, sind durch Bezugnahme in diese Anmeldung eingefuhrt. 

10 

Beispiele: 

Die folgende Beispiele soli die Erfindung verdeutlichen; sie bedeuten 
15 keine Einschrankung des Erfindungsgedankens. 

Im folgenden wird unter Raumtemperatur eine Temperatur zwischen 
15 und 30 °C verstanden. 

20 

A Herstellungsbeispiele 

Herstellunasbeispiel A1 : Herstellung eines mit einer Ci 8 -reversed 
phase modifizierten monolithischen Sorbens 

25 Ein poroser Formkorper (83 * 7,2 mm; 2 pm Porenweite) bestehend aus 
Si0 2 hergestellt nach PCT/EP97/06 980 wird nach Standardverfahren mit 
Methyloctacecyldichlorsilan als Silanderivat umgesetzt und anschliefiend 
einer endcapping Reaktion unterworfen; dabei werden die Reaktions- 
losungen durch den Formkorper gepumpt. 

30 

Es wird ein RP-1 8 modifiziertes monolithisches Trennmaterial erhalten. In 
analoger Weise werden RP-18-modifizierte monolithische Trennmaterialien 
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der Abmessungen 93 x 25 mm, deren Makroporen 2 beziehungsweise 6 
pm Durchmesser (Medianwerte) aufweisen, erhalt n. 



5 Herstellunqsbeispiel A2 : Herstellung eines mit Aminogruppen 
modifizierten monolithischen Sorbens 

Ein poroser Formkorper (83 * 7,2 mm, 2 pm Porenweite), hergestellt nach 
PCT/ EP97/06 980, wird nach Standardverfahren durch Hiridurc^pump6h~ " " 
von einer Losung von Aminopropyltrimethoxysilan in Toluol zu einem mit 
10 Aminogruppen modifizierten Sorbens umgesetzt 



Herstellunqsbeispiel A3 : Herstellung eines mit (R)-(-)-N-(2,4-Dinitro- 
benzoyl)phenylglycin modifizierten monolithischen 
Sorbens (Pirkle-type modifiziertes chirales Sorbens) 

Der nach Beispiel A2 hergestellte mit Aminogruppen derivatisierte porose 
Formkorper wird weiter umgesetzt, indem eine Losung von (R)-(-)-N-(2 t 4- 
Dinitrobenzoyl)phenylglycin und N-Ethoxycart>onyl-2-ethoxy-1,2-dihydro- 
chinolin (EEDQ) in Toluol durchgepumpt wird. Es wird ein chirale Sorbens 
erhalten. 



Herstellunqsbeispiel A4 : Herstellung eines mit N-Acryloyl-L-phenyl- 
alaninethylester als Monomereinhetten modifizierten 
monolithischen Sorbens 

Ein poroser Formkorper (83 * 7,2 mm; 2 pm Porenweite), hergestellt nach 
EP 0 710 219, wird durch Hindurchpumpen von a) einer Losung von 3- 
Glycidyloxypropyltrimethoxysilan in Toluol und b) einer Losung von N- 
Acryloyl-L-phenylalaninethylester in Toluol unter Zusatz von Azoiso- 
butyronitril (AIBN) zu einem chiral modifizierten Sorbens umgesetzt. 



WO 98/58253 



-13- 



PCT/EP98/03546 



Es wird ein modifizierter monolithischer Formkorper erhalten, an dem als 
Separationseffektoren kovalent gebundene L-Phenylalaninethylester- 
Gruppen vorliegen. 

5 

Herstellunqsbeispiel A5 : Herstellung eines chiralen monolithischen 
Sorbens, an das K-Cyclodextrin chemisch gebunden 1st 

Ein porbser ForMerper, hergestellt nach PCT/EP97/06 980, wird analog 
zu der Beschreibung von Beispiel 2 aus EP 0 445 604 mit einer Reaktions- 
10 losung aus G-Cyclodextrin, Chlorameisensaure-p-nitrophenylester und 3- 
(2-Aminoethyl)aminopropyltrimethoxysilan zu einern chiralen Sorbens mit 
chemisch gebundenem IJ-Cyclodextrin umgesetzt. Dazu wird die Reak- 
tionsldsung durch den Formkorper gepumpt. 

1 5 Es wird ein modifizierter monolithischer Formkorper erhalten, an dem 
B-Cyclodextrin chemisch gebunden vorliegt 



B Anwendungsbeispiele 

Anwendunosbeispiei B1 : Trennung von Toluol, 2-NitroacetaniIid und 
3-NitroacetaniIid an monolithischen Sorbentien mit 
verschiedenen Durchmesser der Makroporen 

Porose monolithische Formkorper aus Si0 2 (83 * 7,2 mm) mit unterschied- 
lichen Durchmesser der Makroporen (2 und 6 pm) wurden nach PCT/ 
EP97/06 980 hergestellt. Eine Losung von Toluol, 2- und 3-Nitroacetanilid 
wird aufgetragen und in Heptan/Dioxan 80 : 20 als Laufmittel getrennt 
(FluBrate: 8 ml/min; UV-Detektion). 

Die Elutionsdiagramme sind in den Abbildungen 1 (2 pm Porenweite) und 
2 (6 pm Porenweite) dargestellt. 
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Anwendunqsb ispiel B2 : Trennung von Dimethylphthalat und 

Oibutylphthalat an einem mit einer C 18 -reversed phase 
modifizierten monolithischen Sorbens 

5 

Eine Losung von Dimethylphthalat und Dibutylphthalat wird auf eine SSule 
mit einem monolithischen Sorbens hergestellt nach Beispiel A1 
~ aufgetragen und in iMethanolfi/Vasser 90 : 1 0 als Laufmittel getrennt (FluB- 
rate 4 ml/min; UV-Detektion). 

10 

Die Substanzen werden getrennt eluiert 



Anwendunqsbeispiel B3 : Trennung an einem mit Aminogruppen 
15 modifizierten monolithischen Sorbens 

Eine Losung von Xylose, Fructose, Glucose und Saccharose werden auf 
dem auf dem mit Aminopropyltrimethoxysilan modifizierten Sorbens 
hergestellt nach Beispiel A2 aufgetragen und mit AcetonitrilA/Vasser 80:20 
als FluSmittel aufgetrennt (Flulirate 4 ml/min; Rl-Detektion). 

20 

Die Saccharide werden getrennt eluiert. 



25 



30 



WO 98/58253 



-15- 



PCT/EP98/03546 



Anw ndunasbeisptel B4 : Trennung an einem mit (R)-(-)-N-(2,4- 

Dinitrobenzoyl)phenylglycin modifizi rt nm nolithischen 
Sorbens (Pirkle-type modifiziertes chirales Sorbens) 

Die Enantiomeren von 2,2,2-TrifluoM-anthrylethanol werden auf dem nach 
5 Beispiel A3 hergestellten chiralen Pirkle-type Sorbens in Heptan/i-Propanol 
99,5 : 0,5 getrennt (FluBrate: 8 m!/min; UV-Detektion). 

Das Elutionsdiagramm 1st in Abbildung 3 dargestellt. 

10 

Anwendunqsbeispiel B5 : Trennung an einem mit N-Acryloyl-L- 
phenylalaninethyiester als Monomereinheiten 
modifizierten monolithischen Sorbens 

Die Enantiomeren von Chlorthalidon werden auf dem nach Beispiel A4 

15 

hergestellten chiralen Sorbens getrennt (Bedingungen: Heptan/Dioxan 50 : 
50; 4 ml/min; UV-Detektion). 



Anwendunqsbeispiel B6 : Trennung von racemischem Cromakalim 
an einem chiralen Sorbens, das B-Cyclodextrin chemisch 
gebunden enthait 

Ein entsprechend Beispiel A5 hergestellter modifizierter monolithischer 
Formkorper (83 x 7,2 mm) wird als Sorbens verwandt und racemisches 
Cromakalim unter folgenden Bedingungen aufgetrennt: 

Probe: Cromakalim (0,2 mg/ml in Ethanol) 
Injektionsvolumen: 5 pi 

Eluent: Methanol/Wasser (20/80; v/v) 

Temperatur Raumtemperatur 

FluB: 1,0 ml/min 

Detektion: 254 nm 
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Das Elutionsdiagramm ist in Abbildung 4 dargestellt 



Anwendunasbeispiel B7 : Trennung von racemischen Chlorthalidon 
5 mit dynamischer B-Cyclodextrinbelegung 

Ein entsprechend Beispiel A1 hergestellter modifizierter monolithischer 
Formkorper (RP-1 8; 83 x 7,2 mm) wird als Sorbens verwandt und 
racemisches Chlorthalidon unterfolgenden Bedingungen aufgetrenrit: 
Probe: Chlorthalidon (0,44 mg/ml) 
10 Injektionsvolumen: 5 pi 

Eluent: Methanol/wafSrige 25 mM Natriumphosphatlosung (pH 2) 

mit 10 mM B-Cyclodextrin (20/80; v/v) 
Temperatur Raumtemperatur 
FluB: 1 ,0 ml/min 

15 Detektion: 254 nm 

Die Enantiomeren werden getrennt eluiert 



Anwendunasbeispiel B8 : Trennung von racemischen Prominal mit 
dynamischer R-Cyclodextrinbelegung 

Ein entsprechend Beispiel A1 hergestellter modifizierter monolithischer 
Formkorper (RP-1 8; 83 x 7,2 mm) wird als Sorbens verwandt und 
racemisches Prominal unter folgenden Bedingungen aufgetrennt: 

Probe: Prominal (0,55 mg/ml) 
Injektionsvolumen: 5 pi 

Eluent Methanol/wafJrige 25 mM Natriumphosphatlosung (pH 2) 
mit 10 mM IX-Cyclodextrin (20/80; v/v) 

Temperatur Raumtemperatur 

FluB: 1 ,0 ml/min 

Detektion: 254 nm 
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Die Enantiomeren werden getrennt eluiert. 



Anwendunqsbeispiel B9 : Trennung von Toluol, 2-Nitroacetanilid und 
3-Nitroacetanilid bei verschiedenen FlieBgeschwindig- 
keiten 



10 



Eine Probe enthaltend Toluol, 2-Nitroacetanilid und 3-Nitroacetanilid wird 
bei unterschiedlichen FlieRgeschwindigkeiten der mobilen Phase getrennt 



Bedinaungen : 
Sorbens: 

15 mobile Phase: 
Probenvolumen: 
Detektion: 
FluBrate: 



monolithisches Sorbens (Si0 2 ; 93 * 25 mm) 
(hergestellt nach PCT/ EP97/06 980) 
n-Heptan/Dioxan (90/10; v/v) 
40 pi 

UV 254 nm 

40, 130, 200 ml/min 



20 



25 



30 





Abb. 5a 


Abb. 5b 


Abb. 5c 


FluBrate [ml/min] 


40 


130 


200 


Bodenzahl [N] 2-Nitroacetanilid 


503 


524 


495 


Bodenzahl [N] 3-Nitroacetanilid 


465 


465 


445 


Druck [bar] 


9 


35 


55 



Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 5a - 5 c) zusammengefaIXt Die 
ubliche FlielJgeschwindigkeit einer Saule der Dimension 25 mm Durch- 
messer, die mit partikularen Teilchen gepackt ist, betragt 40 ml/min. Die 
nichtpartikularen Trager lassen somit eine wesentlich hohere Betriebs- 
geschwindigkeit zu, was zu deutlich verbesserter Okonomie der Trenn- 
aufgaben fuhrt. 
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Anwendunqsbeispiel B10 : Ermittlung der ProzeRparameter fur eine 
SMB-Trennung von Dimethylphthalat und Dibutylphthalat 

Dimethylphthalat und Dibutylphthalat werden in verschiedenen Mengen 
aufgetragen und getrennt (siehe Fig. 6): 

5 

Bedinaunaen : 

Sorbens: monolithisches Sorbens (Cie-RP-derivatisiertes Si0 2 ; 

93 * 25 mm; hergestellt nach PCT/ EP97/06 980, 
entsprechend Beispiel A2 modifiziert) 
10 mobile Phase: Methanol/Wasser (80/20; v/v) 

Probenvolumen: 50, 100 300, 600 pi 

Detektion: UV 300 nm 

FluBrate: 40 ml/min 

15 Fur die Komponenten A (Dimethylphthalat) und B (Dibutylphthalat) wurden 
folgende modifizierten Langmuir-lsothermen gefunden: 



C A = 1 9 LC A +, 



0,0735* C,, 



l+0,O0O735#C, + 0,0175*C fl 

20 C =\LC + l75 * C ° 

B 1+0> o0O735#C /< +0,0175*0, 



Aus den ermittelten Isothermen wurden nach dem in R.M.Nicoud, 
F.Charton, J.Chromatogr. 702 (1995) 97 beschriebenen Verfahren mit Hilfe 
25 der Simulationssoftware HELP die Trennbedingungen fOr die SMB- 
Trennung bestimmt: 



Saulendimension [mm] 


93*25 


Anzahl Saulen 


8 


Fluftrate Feed [ml/min] 


1.9 
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5 



Feedkonzentration [g/l] 


320 +320 | 


Flufirat Recycling [ml/min] 


44,1 


Flufcrate Raffinat [ml/min] 


2.9 


FluBrate Extrakt [ml/min] 


21.8 


Zyklussschaltzeit [min] 


2,24 | 


Konzentration Raffinat [g/l] 


209,7 | 


Konzentration Extrakt [g/l] 


27,89 


Reinheiten Raffmat/Extrakt 


>99,9 



10 

Anwendunqsbeispiel B1 1 : Trennung verschiedener Vitamine der 
Vitamin K Gruppe 

Eine Mischung von Vitaminen der K-Gruppe, die die Vitamine Ki , K2 , K3 
und K4 enthalt, wird in Acetonitril-Wasser (95:5; v:v) gelost. 10 pi dieser 

15 

Losung werden auf eine monolithische Saule (Kieselgel, Modifikation RP 
18; 83 x 7,2 mm) aufgetragen. Anschlieftend wird ein FluBgradient 
angewandt: 



20 



Minuten 


FluBrate (ml/min) 


0.0-1,5 


3.0 


1.5-3,0 


3,0-9,5 


3,0 - 8,0 


9.5 



Das Elutionsdiagramm ist in Abbiidung 7 a) dargestellt (Detektion UV bei 
280 nm). 



Zum Vergleich ist in Abbiidung 7 b) ein Elutionsdiagramm bei konstanter 
FluBrate (1 ml/min) dargestellt (Sorbens wie oben). In Abbiidung 7 c) ist 
als weiterer Vergleich das Elutionsdiagramm unter Verwendung eines 
partikularen Sorbens (LiChrospher RP 18; 1 ml/min) dargestellt. 
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C Vergl ichsb ispi I 

Veraleichsbeispiel C1 : Vergleich der Trennung an einem 
partikul3ren Sorbens mit der Trennung an einem 
5 monolithischen Sorbens 

Die Produktivitat eines LiChrospher® Si 100 15 pm Sorbens wird mit der 
^^'"eines moriolithischeh Sorbens hergestellt hach i PCT/EP97/06 980 ver- 

glichen. Das monolithische Sorbens weist genau wie das handelsubliche 
1 0 partikulare Sorbens LiChrospher® Mesoporen mit 1 0 nm Porenweite auf. 
Die Partikelgr6Re des LiChrospher® Si100 betragt 15 pm. Das mono- 
lithische Sorbens weist eine Skeleton size von 1,5-2 pm und Makroporen 
von 6 pm auf. 

1 5 Fur das partikulare Sorbens wurden folgende Kenndaten gefunden: 
—(barlm) = 26540 * u{m I sec) 

i/(TO) = 0,03657*tf(i»/sec)+5,5.10- 5 furu > 2.1 0" 3 /!?/ sec 

20 Fur das monolithische Sorbens wurden folgende Kenndaten gefunden: 

— (bar I m) = 8500 *u(m I sec) 
L 

H(m) = 0,00403*i<wi/sec)+l > 8.10- 5 furu > 2J0" 3 w/sec 

25 Die beste Produktivitat ist erreicht, wenn man gerade bei der gewunschten 
Bodenzahl bei maximalem Druckabfall arbeitet Die optimale FlieRmittel- 
geschwindigkeit und Saulenlange sind dann : 



30 
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partikulares 
Sorbens 
(LiChrospher® 
Si 100 15pm) 


monolithisches Sorbens 
(6|jm Poren- 
durchmesser) 


FlieBmittelgeschwindigkeit 
(cm/min) 


23,1 


132,4 


Saalenlange (cm) 


98,0 





Die Geschwindigkeit ist dann auf dem partikulSren Sorbens 5,7mal grdBer. 
Die Produktivitat (g/Tag) ist dann fur denselben Saulendurchmesser 
vierfach erhoht Da die erforderliche Saulenlange kurzer ist, ist die relative 
Produktivitat (g/Tag/L stationare Phase) urn den Faktor 10,5 erhfiht 
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Anspruch 

1 . Verfahren zur praparativen chromatographischen Trennung 
mindestens zweier Substanzen, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Stofftrennung unter Verwendung monolithischer Sorbentien auf der 
Grundlage von Formkorpem aus Si0 2 , deren Makroporen Durch- 
messer zwischen 2 und 20 pm aufweisen, und deren Mesoporen 

... . Durchmesser zwischen 2 und 1 00 nm aufweisen (jeweils Median* ^- 
werte), erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , weiterhin dadurch gekennzeichnet, daft 
die chromatographische Trennung im batch-Verfahren ausgefuhrt 
wird. 



15 3. Verfahren nach Anspruch 1 , weiterhin dadurch gekennzeichnet, daft 
die chromatographische Trennung in einem kontinuierlichen 
Verfahren ausgefuhrt wird. 
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Fig.1 
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